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Abstract 



A process for the device configuration of confocal microscopes, preferably of laser scanning microscopes is 
disclosed, in which laser light with one or more spectral lines is generated and directed on a specimen which 
contains a fluorescent dye or on which a fluorescent dye has been applied. In this connection, the excitation 
wavelengths and the emission wavelengths of different fluorescent dyes are recorded in separate data 
records and these data records are stored in a data storage. The laser spectra which are adjustable with the 
microscope and which are to be directed onto the specimen and the transmission spectra which can be 
achieved with the provided filters are likewise recorded in data records and these data records are stored. 
Presets for the configuration of the microscope are determined from a computational linking of these data 
records 
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Die f olgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

(S) Verfahren und Anordnung zur Geratekonfiguration von konfokalen Mikroskopen 

(I?) Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Gerate- 
konfiguration von konfokalen Mikroskopen, vorzugswef- 
se von Laser- Scan-Mikroskopen, bei denen Laserlicht mit 
einer oder mehreren Spektrallinien erzeugt und auf eine 
Probe (16) gerichtet wird, die einen Fluoreszenzfarbstoff 
enthalt oder auf die ein Fluoreszenzfarbstoff aufgebracht 
ist. 

Dabei werden die ExcitaTionswelienlangen und die Emis- 
sionswel leniangen verschledener Ftuoreszenzfarbstoffe 
in getrennten Datensatzen erfafit und diese in einem Da- 
tenspeicher (34) abgelegt. Ebenso werden die mit denn 
Mikroskop einstellbaren Laserspektren, die auf die Probe 
(16) zu richten sind, und die mit den vorhandenen Filtern 
erzielbaren Transmissionsspektren in Datensatzen erfafSt 
und diese Datensatze gespeichert. 

Aus einer rechnerischen Verknupfung dieser Datensatze 
werden Vorgaben fur die Konfiguration des Mikroskops 
ermittelt. 
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Beschreibung 

Die Erfindung beziehi sich auf ein Verfahren zur Gerate- 
konfiguration von konfokalen Mikroskopen, vor/.ugsweise 
von Laser-Scan-Mikroskopen, bei denen Laserlicht rnit ei- 
ner odcr niehreren Spektraliinien erzeugt und auf eine Probe 
gerichtet wird, die einen Fluoreszenzfarbsioff enthalt oder 
auf die ein Fluoreszenzfarbstotf aufgcbracht ist, wobei das 
von dcr Probe reflektierte und/odcr emittierte Licht einer 
Bildauswerlung zugrunde gelegt und die Qualitat der Bild- 
auswertung beeinfluBt wird, indeni Filter oder Fiiierkombi- 
nationen in den Mikroskopsirahlengang eingebracht wer- 
den, die der Eniissionswellenlange des Ruoreszenzfarbslof- 
fes entsprechen. Die Erfindung bezieht sich weiterhin auf 
eine Anordnung zur Durchfiihrung dieses Verfahren s. 

Die Konfokalraikroskopie bietet ais spezielle Weiterent- 
wicklung der Lichimikroskopie die Moglichkeit, nicht nur 
Mikrostrukturcn hohcr aufzuloscn, sondcm dicsc auch in 
der Z-Koordinate des Raunies abzubilden und zu vermes- 
sen. Das hat dazu gefiihrt, daB neben den kiassischen Kon- 
trastierverfahren Hellfeld, Phasenkontrast und Interferenz- 
kontrast zunehmend die Ruoreszenztechnik in den Mittel- 
punkt des Interesses des optischen Feingeratebaues und der 
Wissenschaft geriickt ist. 

Bei der FluoreszenzLechnik wird davon ausgegangen, daB 
unierschiedliche Fluorochrome, deren Anregungs- und 
Eniissionswellenlangen in verschiedenen spektralen Ban- 
dem liegen. die Darstellung von Strukturen gleichzeiUg in 
niehreren Farben erlauben. So konnen in Abhangigkeit von 
den speku-alen Eigenschaften verschiedener Farbsloffmole- 
kiile neben morphologischen Informationen auch Aussagen 
Liber physiologische ParameLer gewonnen werden. 

Wird das Konfokahiiikroskop fiir fluoronietrische Verfah- 
ren genutzU Lassen sich Aufschlusse uber Veriinderungen der 
Konzentralion von Tonen und Mnlekiilen ahleiren Dahei 
sind auch Indikatoren von Bedeutung, die zusatzhch zur In- 
tensitaisabhangigkeit eine Verschiebung des Anregungs- 
oder Eniissionsspeku-unis zeigen und insofem eine Quaniifi- 
zierung von lonenkonzentrationen ermoglichen. Als Be- 
leuchtungsquellen werden einzelne Laser mit jeweils einer 
Wellenlange oder auch "Multi-Line"-Mischgasiaser mil 
niehreren nutzbaren Welle nliingen verwendet. 

Eine derarlige Verfahrensweise einschlieiBlich der zuge- 
horigen Geratetcchnik ist in den "Mitteilungen fur Wissen- 
schaft und Technik", Band E, Nr. 1, Seiten 9 -19, Juni 1995 
beschrieben. Hier ist ausfiihrhch dargelegt, daB entspre- 
chend den im Beleuchtungspfad durchgefuhrten MaBnah- 
nien zur punktgenauen Objektbeleuchtung niil verschiede- 
nen Anregungswellenlangen in umgekehrter Richtung auch 
das Design des Deteklionssystenis der Eniissionswellen- 
lange angepaBt sein niuB. Dabei koiiinit es darauf an, die 
spcklral unterschiedhchen Infonnationen aus genau denisel- 
ben Bereich einer Probe zu detektiercn und diese pixelgenau 
zu registrieren und fiir die Biidauswertung bereit zustellen. 
Nur dadurch ist die Aufnahme von 3D-Datensatzen niog- 
lich, die z. B. cine zuverlassige Zuordnung von raunilichen 
Zell- oder Gewebestrukturen innerhalb der Mikroarchitck- 
tur oder die Lokalisation mehrerer Genorte in Ghronioso- 
nien erlauben. 

Yiir scquenzielle Detektionen, beispielsweise bei der Aus- 
wenung von Rcflcxionen und emittierter Slrahlung beini 
Fluorcszenz verfahren, werden als Anregungsstrahiteiler ini 
konfokalen Strahlengang Neuiralteiler und einfachdichroiti- 
sche Tei I er Spiegel verwendet, wobei ein Teilerwechsel zwi- 
schcn aufcinandcrfolgcndcn Aufnaliriicn crfordcrlich ist. 
Zur Bcizrenzung der detektienen Einissionsbander werden 
beispielsweise SperrTiller genutzt, wobei walilweise Lang- 
pass- und Bandpassfilter zur Feinabsiitnmung dcr spektralen 
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Trennung eingesetzt werden konnen. 

AUe Filterkomponenten sind dabei in motorisierten Fil- 
terradem inontiert und stehen bei entsprechender Ansteue- 
rung durch Austausch gegeneinander bereit . 

5 Die Aufzweigung des Eniissionslichles in mehrere Detek- 
tionskanale hat zwar den Vorteil, daB fur alle Detektoren Be- 
leuchtung- und Detektionslochblenden exaki konfokal an- 
geordnet sind, jedoch erhoht sich mit der Anzahl der Delek- 
tionskanale die Anzahl der moglichen Filterkombinationen. 

10 Das hat zur Folge, daB ein Anwender des Konfokalmikro- 
skops von einem Fluoreszenzfarbsioff exakt die Anregungs- 
und Eniissionswellenlange kennen muB, uin niit dem Mi- 
kroskop ein Bild der Probe bzw. das Bild einer ausgewahl- 
ten Ebene der Probe erstellen zu konnen. 

15 Die Erfindung nutzt beispielsweise den Effekt, demzu- 
folge die nnil der Anregungswellenlange in den Farbstoff 
eingestrahlte Energie in der Folge in eine Wellenlange nied- 
rigcrcr Encrgic transfomiicrt und wicdcr vom Farbstoff ab- 
gestrahlt wird. Dabei gelangen die Emissionsphotonen iiber 

20 die bereits beschriebenen Spiegel, Filter und Farbteiler in 
den jeweiligen Detektionskanal und dort zu einem Photo- 
Multiplier (PMT), der sie detektiert, registriert und einer 
Bildverarbeitung zur Verfiigung stellt. 

Dabei ist der Weg, den jedes Photon von der Probe zu ei- 

25 neni der Detektoren niiunit, von der GeriiLeeinstellung ab- 
hangig, die der Anwender gewahlt hat. So ist es aufgrund 
des subjektiven Einflusses moglich, daB der mit der gewahl- 
ten Geratekon figuration fur die Pholonen vorgegebene Weg 
richtig, ungiinstig oder falsch sein kann. 

30 Eine richtige Einstellung der Geratekonfiguration ist dann 
gegeben, wenn Laserlicht mit einer spektralen Zusammen- 
setzung gewahlt wurde, die der Anregungsstrahlung fiir ei- 
nen in der Probe enttialtenen Farbstoff en tspricht, und wenn 
eiiiissionsseitig die Farbteiler und Filter in den Mikroskop- 

^5 strahlengang eingesrhwenkr wordpn sind. dpTpn Transmissi- 
onsspektrum der Eniissionswellenlange des Farbstoffes ent- 
spricht. 

Eine ungiinstige, d. h. zwar funktionsfahige, aber nicht 
optimale Einstellung ist beispielsweise dann gegeben, wenn 

40 eine Laserkon figuration gewahlt wurde, die zwar der Anre- 
gungsstrahlung des Farbstoffes entspricht, jedoch Farbteiler 
oder Filter in den Emissionsstrahlengang eingeschwenkt 
worden sind, die nur fi.ir einen Teil des Emissionsspektniins 
durchiassig sind. Die Folge ist, daB den Jeweihgen Detektor 

45 nur schwachere Signale als optimal moglich erreichen. Ei- 
nen ahnlichen Effekt hat die Auswahl einer Laserwcllen- 
lange, die nicht exakt der Anregungswellenlange des ge- 
wahlten Farbstoffes entspricht, 

Eine ganz und gar falsche Einstellung ergibt sich dann, 

50 wenn entweder anregungsseitig ein falscher Laser und/oder 
auf der Emissionsseite eine Spiegel- oder Filterkombi nation 
init Transmissionsspektrum neben dem Emissionsspektrum 
gewahlt worden ist. Das hat zur Folge, daB das gesanite Sy- 
stem kein Bild erzeugen kann. 

55 Davon ausgehend hegt der Erhndung die Aufgabe zu- 
grunde ein Verfahren der vorbeschriebenen Art derart wei- 
terzubilden, daB fiir den Anwender ohne Vorkenntnisse der 
optischen Zusammenhange bei geringeiu Zeitaufwand die 
Einstellung einer optintalen Geratekonfiguration fiir einen 

60 ausgcwahlten Farbstoff moglich ist. 

ErfindungsgeinaB wird die Aufgabe dadurch gelosl, daB 
die Excitationswellenlangen und die Eniissionswellenlan- 
gen verschiedener Fluoreszenzfarbstoftc in gctrennten Da- 
ten saizen erfaBt und diese in einem Datenspeicher abgelegt 

65 werden. Ebcnso werden die mit dcni Mikroskop cinstcUba- 
rcn Laserspektren, die auf die Probe zu richtcn sind, und die 
mit den vorhandenen Filtern und/odcr Spektralteilem erziel- 
baren Transiiiissionsspekiren in Datensatzen erfaBt und 
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diese Datensatze gespeichert. 

ErftndungsgeniaB werden aus einer rechnerischen Ver- 
knupfung dieser Datensatze Vorgaben fiir die Konftguraiion 
des Mikroskops emiitteit, indeni durch die Verknupfung des 
Datensatzes fur die Excitationswellenlange eines vorgege- 
benen FluoreszenzfarbstofYes niit alien auswahlbaren Laser- 
spektren niindestens ein Laserspektrum ausgewahU wird, 
das der Excitationswellenlange des vorgegebenen Fluores- 
zenzfarbstotTes entspricht. In dieser Weise wird auch durch 
Verkniipfung derDalen fur die Emissionswellenlange dieses 
Fluoreszenzfarbstoffes mil der Daien der nioglichen Filter- 
kombinaiionen das Transniissionsspektruni emiitteit. wel- 
ches der Emissionswellenlange des vorgegebenen Fluores- 
zenzfarbstoffes entspricht. 

Daiiiit wird das aus dem Stand der Technik bekannte sub- 
jektive Auswahlen von Laser- und Transmissionsspeku-en 
durch Verfahrensschritie ersetzt, die fur jeden Fluoreszenz- 
farbstoff, dcsscn Excitations- und Emissionswcllcnlangcn in 
den beircffenden Datensatzen abgelegt sind, eine objektive 
BestinuBung und Vorgabe der zugehorigen Mikroskopkonfi- 
guration emioglichen. Daruber hinaus wird auf diese Weise 
nichi nur die optimale, sondem auch eine schnellere aufga- 
benbezogcne Einstellung des Mikroskops erzielt, als dies 
bei einer inanuellen Vertahrensweise der Fall sein kann. 

In einer Ausgeslallungsvariante der Erfindung werden die 
Excitationswcllcnlangen verschiedener Fluoreszenzfarb- 
stoffe in eineni ersien Datensatz, die einstellbaren Laser- 
spektren in eineni zweiien Datensatz. die Emissionswellen- 
langen der Fluoreszenzfarbfoffe in einem dritten Datensatz 
und die einstellbaren Filter-Transniissionsspektren in einem 
vierten Datensatz erfaBt und gespeichert. 

Im Ergebnis der rechnerischen Verknupfung des ersten 
und des zweiteii Datensatzes wdrd mindestens ehie Eiiistell- 
konfiguration fiir das Spektruni der Lasers trahlung ermittelt, 
die der Excitaiionwellenlange eines vorgegebenen Fluores- 
zenzfarbstoffes entspricht. In gleicher Weise wird im Ergeb- 
nis der rechnerischen Verknupfung des dritten und des vier- 
ten Datensatzes mindestens eine Einstellkon figuration fur 
das Filter-Transmissionsspektruin ennittelt, die der Emissi- 
onswellenlange des vorgegebenen Fluoreszenzfarbstoffes 
entspricht. 

Die einzelnen Datensatze konnen zu jeder Zeit erganzt 
bzw. benchtigt werden. Zwischen dem ersten und tiritten 
Datensatz besteht insoweit eine Beziehung, als die gespei- 
cherten Dalen iiber die ExcitationsweUenlangen und die 
Emissionswellenlangen jeweils demselben Fluoreszenz- 
farbstoff zuzuordnen sind und jeweils bei Aufruf des Fluo- 
reszenzfarbstolTes zwecks Verknupfung zur Verfugung ste- 
hen. 

Eine schr bevorzugte Ausgestaltung der Erfindung sieht 
vor, daB die Daten aller Datensatze jeweii s als Kette von Bi- 
nardalen erfaBt werden und daB jeder Binarwert einer sol- 
chen Kette eineni bestimmten Abschnitl A/, m ein und dem- 
selben Wellenlangenbereich bis X2 zugeordnet wird. Da- 
bei wird ein Abschnitt AX immer dann durch einen Binar- 
wert "0" definicrt, wenn die in dieseni Abschnitt AX zu mes- 
sende Strahlungsintcnsitat untcr einem Schwellwert y liegt. 
Andererseiis wird ein Abschnitt AX. in dem die Strahlungs- 
intensitai uber dem Schwellwert y liegt, mil eineni Binar- 
wert " 1 " definiert. 

Fur die Daten eines zur Beleuchtung der Probe dienenden 
Laserspcktrums bedeutet das, daB alle innerhalb des Wellen- 
langenbereiches >.t X2 hegenden Abschnitt AX nut cineni 
Binarwert 'T' beweriet werden, in denen die Lasersu-ahlung 
mit cincr ubcr dcni Schwellwert y licgcndcn Inlcnsitat auf 
die Probe gesirahlt wird. Allen anderen AX innerhalb des 
W'eUenlangcnbereiches Xi bis A,2. t>ei denen die Intensitat 
unterdeni Schwellwert y liegt, wird der Bin^irwert "0" zuge- 



ordnet. 

Fiir die Daten der Excitationswellenlangen der Fluores- 
zenzfarbstoffe bedeutet das, daB ledigUch die AX innerhalb 
des Wellenlangenbereiches Xi bis Xi mit eineni Binarwert 
5 "1" bewenet werden, bei denen die Intensitat des auf die 
Probe gerichteten Laserlichtes uber dem Schwellwert y 
liegt, bei dem mit Sicherheit eine Anregung des betreffen- 
den Fluoreszenzfarbstoffes erfolgt. Alle weiteren Teilberei- 
che AX, bei denen die Intensitat unter dem Schwellwen y 
10 Uegt und msofem nicht mit Sicherheit zur Anregung aus- 
reicht, werden mil deni Binarwert "0" bewertet. 

Fur die Daten der Emissionswellenlangen werden ledig- 
hch die AX des Wellenlangenbereiches Xi bis X2 mil 'T' be- 
wertet, fiir die bei angereglem Farbstoff eine Intensitat zu 
15 messen 1st, die uber dem Schwellwert y liegt. 

Bei der Bewertung von Filtern bzw. Filterkombinadonen 
wird nur dem Teilbereich AX ein Binarwert "1" zugeordnet, 
fur den bei cincr Strahlungsintcnsitat, die uber dem Schwell- 
wert y liegt, die betreffenden Filter bzw. Filterkombinatio- 
20 nen transparent sind. Dagegen werden alle anderen Teilbe- 
reiche AX mit dem Binarwert "0" bewertet. 

Mit dieser Art der Datenerfassung entstehen fiir alle zu 
speichemden Infonnationen Binarwertketten aus einer stets 
gleich groBen Anzahl von Binarwerlen, Innerhalb einer je- 
25 den Kette ist die Anzahl der nebeneinander hegenden Biniir- 
wene "1" ein MaB fur die jeweilige Bandbreite. Der Ort ei- 
nes Binarwertes "1" bzw. mehrerer nebeneinander liegender 
Binarwertc " 1 " ist ein MaB fur die Wellenlangen 



30 - die zur Anregung des Farbstoffes geeignel sind (im 

ersten Datensatz Dl ). 

- mil denen eine S trahlung auf die Probe trifft (im 
zweiten Datensatz D2), 

mit denen eine Su-ahlung von der Probe emittiert 
35 wird (im dritten Datensatz D3) und 

- fiir die ein Filter bzw. eine Filterkombination durch- 
lassig ist (im vierten Datensatz D4), 

Somit sind alle Binarwertketten dahingehend miteinander 
40 vergleichbar, ob die in ihnen enthaltenen Binarwerte "1" 
gleiche oder verschiedene Wellenlangen bzw. gleiche oder 
verschiedene Spektralbander reprasentieren. 

Wird beispielsweise die Binarwertkette der Excitations- 
wellenlange eines ausgewahlten Ruoreszenzfarbstofifes (er- 
45 ster Datensatz) mit der Binarwertkette einer ausgewahlten 
Einstellkonfiguration fiir ein Laserspektrum (zweiter Daten- 
satz) vergUchen, so laBt sich aus den Orten der Binarwerte 
in beiden Binarwertketten erkennen, ob die Bandbreite 
des Laserspcktrums die Bandbreite des Excitationsspek- 
50 trums teilweise, voUstandig oder gar nicht uberdeckt. 

Fiir die Kon figuration des Mikroskops ist dann lediglich 
eine Zuordnung der Binarwertketten der beiden Datensatze 
sinnvoU, in denen sich die Orte der Binarwerte "1" minde- 
stens teilweise, nach Moglichkeit jedoch vollstandig uber- 
55 dec ken. 

Als Bewertungskriterium, ob ein Teilbereich AX mit ei- 
nem Binarwert "0" oder ein Binarwert "1" bewertet wird, 
dient die Strahlungsintensital der auf die Probe treffenden 
Laserstraiilung, wobei bevorzugt der Schwellwert y bei 50% 

6ti dieser Strahlungsinlensitat vorgegeben wird. 

In einer besonders bevorzugten Ausgestaltung der Erfin- 
dung ist vorgesehen, daB der Wellenlangenbereich, der der 
Emuttiung aller Binarwertketten zugrunde zu legen isi, bei 
XL=300nm beginnt und bei X2=700nm endet, Weiterhin ist 

65 bevorzugt vorgesehen, daB jcdcni Binarwert "0" odor " 1 " cin 
Teilbereich AX zugeordnet wird, der einer Bandbreite von 

0,1 nm entspricht. 

Zur rechnerischen Auswalil eines gecigneien Laserspek- 
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irums isl erfindungsgemaB vorgesehen, da6 die Binarwen- 
kette aus dem ersten Datensatz, die der Ex citations welien- 
lange eines vorgegebenen Ruoreszenzfarbstoffes entspricht, 
nacheinander niit alien Binarwertlcetten des zweiten Daten- 
satzes durch eine "AND"-Funktion logisch verkniipft wird. 
Aus dieser Verkniipfung enistehen wiederum Binarwertkei- 
ten, von denen die Binarwertkette ermittelt und als Eigebnis 
registriert wird, in der die meisten nebeneinander iiegenden 
Binarwerte "1" auftxelen/ Zur KonfiguraUon des Mikro 
skops wird nun das Laserspektrum vorgegeben, dessen Bi- 
narwertkette (aus dem zweiten Datensatz) zu dem registrier- 
len Ergebnis, d. h. zu der Ergebnis-Binarwertketle mit den 
meisten nebeneinander Iiegenden Binarwerten "T* gefiihrt 
hat. 

Zur Auswahl eines geeigneten Filter- Transmissionsspek- 
trums wird die Binarwertkette aus dem dritten Datensatz, 
die der Emissionswellenlange des vorgegebenen Ruores- 
zcnzfarbstoftcs entspricht, nacheinander mit alien Binar- 
wertketten des vierten Datensatzes durch *'AND"-Funktion 
verkniipft. Auch hierbei entstehen im Ergebnis wieder Bi- 
narwertketten, von denen diejenigen ausgewahlt werden, in 
denen mindestens ein Binarwert "1" auftritt. Von diesen Bi- 
narwertketten wird diejenige bestinnmt und als Ergebnis re- 
gistriert, bei der die meisten nebeneinander Iiegenden Binar- 
werte "1" aaftrcten. Zur Konfigurationseinstellung des Mi- 
kroskops wird nun die Filterkombinadon vorgegeben, deren 
Binarwertkette (aus dem vierten Datensatz) zu der regi- 
strierien Ergebnis-Binarwertkette gefiihrt hat. 

Ahemaiiv zur Erfassung der Daten in Form von Binar- 
wertketten und zur Ermittlung einer optimalen Konfigura- 
tion des Mikroskops durch "AND"-Verknupfung dieser Bi- 
narwert kett en ist es denkbar, analog zur Berechnung von 
Schwingkreisen in der Elektrotechnik das Laser licht mit ei- 
ner diskreten Wellenlange als EingangsgroBe fiir einen 
Schwingkrei t\i werten Dabei korinp.n Hip. Filter hei spiel s- 

weise durch RC-Glieder simuliert werden, Durch Variatio- 
nen von R (dem *'Widerstandswert") und C (der *'Kapazitat") 
wird die Qualitat einer Fotoemission fur jede Kon figuration 
des Laser-Scan-Mikroskops errechnet und bewertet. Das Er- 
gebnis mit der hochsten Qualitat wird dann als Konfigura- 
tion fur die Gerateeinslellung vorgegeben. Auf diese Weise 
konnen alle Kombinationen von Lichtwegen erfaBt und als 
Ergebnis die entsprechenden Filter bzw. Farb teller in den 
Mikroskopstrahlengang eingeschwenkt werden. 

Die Aufgabe der Erfindung wird weiterhin gelost durch 
ein konfokales Lasermikroskop mit einem Lasennodul zur 
Erzeugung einer Lasers trah lung, die auf eine Probe mit min- 
destens einem Fluoreszenzfarbstoff gerichtet ist und deren 
SpekU'um veranderbar ist und das iiber Filter unterschiedii- 
cher Transniissionsspektren verfiigt, die wahlweise in dem 
Strahlengang des von der Probe reflektierten und/oder emit- 
tierten Lichtes einschwenkbar sind, 

Dabei ist erfindungsgemaB vorgesehen, daB das Lasermo- 
dul und die Filter mil ansteuerbaren Stelleinrichtungen ver- 
bunden sind, dsS ein Daienspeicher fur Datensatze von Ex- 
citations- und Emissionswellenlangen der Fluoreszenzfarb- 
stoffe, fiir einen Datensatz von verschiedenen einstellbaren 
Laserspektren und fur einen Datensatz von verschiedenen 
einstellbaren Transrnissionsspektren vorgesehen ist und daB 
weiterhin eine Rechenschaltung zur Verknlipfung dieser Da- 
tensatze vorhanden ist, deren Ausgang iiber eine Ansteuer- 
einrichtung niit den Slelleinrichtungen verbunden ist. 

In der Rechenschaltung ist eine "AND"-Verknupfung der 
Daten fiir die Excitationswellenlangen mit den Daten der 
mog lichen Laserspektren und cine "AND"-Vcrknupfung der 
Daten der Emissionswellenlangen mit den Daten der mosli- 
chen Transniissionsspektren vorgesehen. 

In Ausgestaltungen des erfindung sgemaBen Lasennikro- 
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skops kann das Lasermodul inehrere Ein- oder Mehrlinien- 
laser aufweisen, die separat ansteuerbar sind und/oder denen 
ein ansteuerbarer und durchstimmbarer Spektralfilter 
(A OTP) und/oder ein ansteuerbarer akusto-optischer Modu- 
3 lator (AOM) nachgeschaltet sind, die als Stelleinrichtungen 
dienen und durch deren Ansteuerung verschiedene Laser- 
spektren auswahlbar sind. 

Weiterhin ist vorgesehen, daB mehrere Linien filter und/ 
Oder Spektralteiler auf Filterradem angeordnei und durch 
to Drehung dieser Rader gegeneinander austauschbar sind. 

Die Erfindung soli nachfolgend an Hand eines Ausfuh- 
rungsbeispieles naher erlautert werden. In den zugehorigen 
Zeichnungen zeigen 

Fig, 1 ein Beispiel fiir die Bandbreite einer auf die Probe 
15 gerichteten Laserstrahlung einschlieBlich der zugehorigen 
Binarwertkette, 

Fig, 2 das Beispiel einer Binarwertkette fiir einen ausge- 
wahltcn Fluoreszenzfarbstoff sowohl fiir die Excitations- 
wellenlange als auch fiir die Emissionswellenlange, 
20 Fig, 3 ein Beispiel fiir das Transmissionsspektrum eines 
Filters mit zugehoriger Binarwertkette, 

Fig, 4 ein Beispiel fiir die logische Verkniipfung der 
Spektren aus Fig, 1 und Fig. 2, 

Fig. 5 ein Beispiel fiir die logische Verkniipfung der 
25 Spektren aus Fig. 2 und Fig. 3. 

Fig. 6 die prinzipielle Darstellung einer Mikroskopanord- 
nung zur Durchflihrung des erfindungsgemaSen Verfahrens. 

In Fig. 1 ist ein Diagramm dargesteilt, auf dessen Ab- 
szisse der Wellenlangenbereich Xi=300nm bis ^2=700nm 
30 abgetragen ist. Diesem Bereich ist eine Binarwertkette zuge- 
ordnet, in der jeweils ein Binarwert "0" oder "1" einem Teil- 
bereich A?i entspricht. 

Auf der Ordinate dieses Diagramnis ist die Strahlungsin- 
tensitiit in Frozen t angegeben. Von den den einzelnen Teil- 
35 hereichen AX, ziigeordneten Binarwerten werden nur die Bi- 
narwerte mit '*! " definiert, bei denen eine Strahlung vorhan- 
den ist und diese Strahlung eine Intensitat aufweist, die iiber 
einen Schwellwert y hinausgeht^ wobei der Schwellwert y 
init 50% der auf die Probe treffenden Intensitat vorgegeben 
40 ist. 

hn Ausfiihrungsbeispiel handelt es sich um die Strahlung 
eines Ein linien lasers mit einer Bandbreite, die einem Teilbe- 
reich /sX entspricht, so daB hier lediglich ein Teilbereich AX 
mit dem Binarwert "1" zu bewerten ist. 

45 In Fig, 2 ist ftir denselben Wellenlangenbereich bis ^2 
eine Bewertung der Excitations- und Emissionswellenlan- 
gen eines ausgewahlten, nicht nalier bezeichneten Ruores- 
zenzfarbstoffes dargestellt. 

Hier ist ebenfalls jedem Teilbereich ein Binarwert "0" 

50 oder "1" zugeordnet. Die Teilbereiche AX, in denen die 
Strahlungsintensitat, die erforderlich ist, um den Farbstoff 
zur Fluoreszenz anzuregen, unter dem Schwellwert y liegt, 
wird dabei stets mil dem Binarwert "0" definiert, wahrend 
jeder Teilbereich AX, bei dem die zur Anregung des Farb- 

55 stoffes erforderliche Strahiungsintensitat iiber dem Schwell- 
wert y liegt, mit einem Binarwen "1" bewertei wird. Die 
Anzahl der nebeneinander Iiegenden Binarwerte "1" ist da- 
bei ein MaB fur die Bandbreite, innerhalb derer, die vorgege- 
bene Strahiungsintensitat vorausgesetzt, eine Anregung des 

60 Fluoreszenzfarb stoffes moglich ist. 

Analog hierzu ist ebenfalls in Fig. 2 die Emissionsband- 
breite desselben Fluoreszenzfarbstofifes bewertet worden. 
Wiebei der Anregungsstrahlung ist auch iiier die Anzahl der 
nebeneinanderliegenden Binarwerte "1", die der Emissions- 

65 strahlung zugeordnet sind, cin MaB fiir die Bandbreite der 
Emissionsstrahlung. 

In gleicher Weise ist in Fig. 3 das Transmissionsspektrum 
eines Filters, ebenfalls wieder t~ur denselben Well en I ang en- 
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bereich ki bis >.2, dargestellt. Hier smd die Teilbereiche AX 
mil einem Binarwert "1" definierl, bei denen die Strahlung 
mil einer Intensitat den Filler passiert, die uber deni 
SchwcUwen y liegt. Die An/.ahl der nebeneinander liegen- 
dun Binanvene "1" isi ein MaB fiir die Filterbandbreiie. 

In jedem dieser Diagramine nach den Fig. 1 bis Fig. 3 cnt- 
spnchi der Ort des ersten Binarwertes der Wellenlange 
/.,=3(X)nm, der Ort des ietzten Bmarwertes der Wellenlange 
X'~l{)()nm. Daalle Binarwertketten die gleiche Anzahl Teil- 
bereiche AX haben, smd auch die Orlc aller dazwischen lie- 
ge ndcn Binarwerte definierU woraus sich die Vergleichbar- 
kcu der Daien fur das Laserspekirum, fur die Excitalions- 
unvl b:inissionswellenlange eines FluoreszenzfarbstotTes so- 
u lur die Filtertransniissionsspektren ergibt. 

I in Bcispiel fiir einen solchen Vergleich und die erfin- 
jLin-".gemaLSc rcchnensche VerknQpfung der fur die einzel- 
n^n Wellcniangcn bzw. Einstellkon figuration en gespeicher- 
u -i ]>.iicn isi in Kij». 4 dargestellt. 

Iti h'm, 4 VI mi vias Diagramm nach Fig. I und das Dia- 
^•r.iiiirii nui vW' l*\citationswellenlange aus Fig. 2 uberein- 
Ai AcT ):cteL'i IJnierhalb des Diagramms sind die zugehori- 
vcu liinjrwcnkcnen aus Fig. 1 und Fig. 2 dargestellt und 
niiicinardcr durch emc " AND"-Funkdon verknupft. DasEr- 
L'cbn;s licr V'crknjplung ist ebenfalls eine Binarwertkette. 
itu NiU vh ruir air ilcii Posidonen lur Teilbereiche A), einen 
liin.jrwen "1 '* jufu cist, fur die sowohl in der Binarwertkette 
naeli Fig. 1 uls aiich in der Binarwertkette nach Fig. 2 em 
B;(ujr\\ert 'T " del mien ist. 

Ojniii isi deiii l:rgebnis zu entnehrncn, da6 niit derausge- 
u jhlten Spckiraleigcnschaft der Laserstrahlung eine Anre- 
guni: des vcirgegcbcncn FluoreszenzfarbstofYes bei ausrei- 
ehcndcr Sirahlungsinicnsitai erfolgcn kann. Diese Konfigu- 
raiion wird /,ur Vorgabc vorgesehen, womit eine wesentliche 
Voraussct/.ung fur eine erfolgreiche Mikroskopie der Probe 
crlulll ist. 

Allc Hinstellkonhgurauonen ini Hinblick auf Lascrspek- 
ircn, die ini Ergebnis der Verknupfung ihrer Binarwerlketie 
mil der Binarwertkette eines RuoreszenzfarbslotTes eine 
Kctic ergebcn, in der kcin Binai-wert "F' enthalten ist, sind 
fur die Konfiguraiion des Mikroskopes nicht geeignet. 

Fig. 5 zeigt die analoge Veifahrensweise bei der Erniitt- 
lung einer Einsiellkonfiguralion fur ein Filter- Transniissi- 
onsspektruni, das auf die Emissionswellenlange eines Fluo- 
reszen zfarbstoffes nach Fig. 2 abgeslimiiU isi. Es ist zu er- 
kcnnen, daB die Verknupfung der Binardaten fur das Eniissi- 
onsspektrum eines ausgewahlten Farbstoffes mit den Binar- 
daten eines Filters A zum Ergebnis fuhrt, daB Filter A nicht 
geeignet isu da in der als Ergebnis der Verknupfung darge- 
stcllten Biniiruei-tkctte kein Binarwert "F' auftritt und somit 
die Eniissionssirahlung den Filter nicht passiercn kann. .An- 
ders dagegen bei der Verknupfung der Binardaten des mus- 
gewalilten FarbstolTes mit den Daten fiir den Filter B; Die 
ncbeneinanderliegenden Binarwerte "F" in der Ergebnis- 
kette der Verkniiplung weisen aus, daB diese Konhguration 
geeignet ist. 

In Fig. 6 ist beispielhaft ein konfokales Easermikroskop 
zur Ausubung des erfindungsgemaBen Verfahrcns dai'ge- 
stellt. Darin isi ein Easemiodul 1 vorgesehen. das imt den 
Eascm 2, 3 und 4 zur Erzeugung von Laserlichi der Wcllen- 
langen 633 nm, 543 nni und 488 nni fur den sichlbarcn Be- 
reich ausgestatiet isi. Die von den Easem 2. 3 und 4 ausge- 
hende Sirahlung wird liber niehrere Stxahlvcreiniger 5, ein 
AO'IT 6 und erne 1-aser 7 in erne Scan-Einnchtung 8 emge- 
koppelt, die mil einer in den Koordinaten x und y sirahlab- 
Icnkcndcn Einhcit *> ausgcsiattet ist. 

In einem zweiien Laseniiodul 10 ist cin IJV-Easer vorge- 
sehen, dessen Eichi uber em AO'IT 11 und cine I ichtlciifa- 
scr 12 in die Scan-Einrichtung 8 eingekoppelt winl. 
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In beiden Strahlengangen sind den Lichlleitfasem 7 und 
12 Kolhmationsopiikcn 13 nachgeordnet, deren Abstande 
zum jeweiligen Faserende verandcrbar sind und die zu die- 
seni Zweck nnt einer ansteuerbaren Stelleinrichtung (zeich- 
5 nerisch nicht dargesrellt ) gekoppelt sind. 

Von der slrahlablenkenden Einrichtung 9 wird die Laser- 
strahlung durch ein Scan-Objektiv 14 in den Slrahlengang 
des vereinfacht dargestellten Mikroskops 15 eingekoppelt 
und hier auf eine Probe 16 gerichtei, die einen fluoreszieren- 

10 den I'arbstoff enihalt cnier auf die ein solcher Farbstoff auf- 
gebrucht worden isu Auf dem Wcg zur Probe passiert die 
EasersU-ahlung erne Tubushnse 17, einen Strahlteiler 18 und 
das Mikroskopobjektiv 19. 

Das von dein jeweils beaufschlagien On der Probe reflek- 
15 tierte und/oder enutlierte Licht gelangt durch das Mikro- 
skopobjektiv 19 zuruck zur slrahlablenkenden Einrichtung 
9, passiert danach einen Su-ahlteiler 20 und wird rait Plilfe 
der Abbildungsopiik 21 nach Aufzwcigung in mchrcrc Dc- 
lektionskanale 22 auf Photomulliplier 23 gerichtet, von de- 
20 nen ieweils einer einem der Deiektionskanale 22 zugeordnel 
ist. Zum Zweck der Aufzwcigung in die einz^lnen Deiekti- 
onskanale 22 wird das Licht beispielhaft von einem Vm- 
lenkprisma 24 auf dichroiiische Strahlteiler 25 gerichlet. In 
jedem Detektionskanal 22 sind sowohl in Richtung als auch 
25 senkrechl zur Sirahlungsnchiung versLellbare und in ihren 
Durchmessem verandcrbare Pinholes 26 sowie Emissions- 
hlter 27 vorgesehen. 

Die Ausgange der Phoiomultiplier 23 fuhren zu den Si- 
gnaleingangen einer Auswerteschaltung 28, die ilirerseits 
M) mit einer Ansteuereinrichtung 29 verbunden ist. Die Aus- 
gange der Ansleuereinnchlung 29 sind mil den Signaiein- 
gangen der Laseniiodule I und 10 sowie mit Signaleingan- 
gen der Stelleinrichtungen zur Beeinflussung der Position 
von optischen Eleinenien bzw. Baugruppen, wie beispiels- 
vs weise der Position der KoUimationsoptiken 13, der Pinholes 
26 u. a. verbunden (iin Detail nicht dargestellt). 

Beispielhaft ist die in die Scan-EinrichLung B eingekop- 
pelte Laserstrahlung durch einen Strahlteiler 30 verzweigU 
wobei einer der Zweigc auf einen optoelektronischen Emp- 
40 fanger 31 gerichtet ist, dcm mehrere auf Filterriidem ange- 
ordnele und durch Drehung der Filteirader gegeneinander 
austauschbare Linienfilter 32 und ebenso gegeneinander 
austauschbare Neutralfilter 33 vorgeordnet sind. Der Aus- 
gang des Empfangers 31 hegt ebenfalls an einem Signalein- 
45 gang der Auswerteschaltung 28. Die Filterrader, auf denen 
die Linienfilter 32 und die Neutralfilter 33 angeordnet sind, 
sind mit Stelleinrichtungen gekoppelt, deren Steucreingiinge 
nut Signalausgangen der Ansleuereinnchlung 29 verbunden 
sind (zeichnerisch nicht dargestellt). 
50 Die Auswerteschaltung ist auBerdem mit einem Daten- 
speicher 34 verbunden, in welcheni die Datensatze Dl bis 
D4 von Excitations- und Emissionswellenlangen verschie- 
dener Fluorcszenzfarbsloffe, von Laserspektren und von 
einstellbaren lYansniissionsspeklrcn in jeweils einem ge- 
55 sonderten Datensaiz abrufbar gespeichert sind. 

In der Auswerteschaltung 28 ist eine Rechcnschaliung zu 
der weiter oben bereits dargestellten erfindungsgemaBen 
Verknupfung der Daten des ersten Dalensatzes Dl nut dem 
/weiien Datensaiz D2 und der Daten des dritien Dalensatzes 
6<) D3 mit dem vierten Datensaiz D4 vorgesehen. Das Jeweilige 
Rechenergebnis wird in der ebenfalls bereits beschriebenen 
Weise in Form von Slellbefehlen uber die Ansleuereinnch- 
lung 29 an die beiden ACOT 6 und 11 sowie an die Stellcin- 
richtunaen, init denen die Emissionsfilier 27 und beispiel- 
6.S haft auch die in Lagc und Durchnicsscr vcrandcrbarcn Pin- 
holes 26 verbunden sind 
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Bezugszeichenliste 

I Lasemiodul 
2—4 Laser 

5 Strahlvereiniger 

6 AOTF 

7 Lichtleitfaser 

8 Scan-Einrichtung 

9 stiahlablenkende Einrichtung 

10 Lasemiodul 

II AOTF 

12 Fasem 

13 Kollimationsoptik 

14 Scanobjekliv 

15 Mikroskop 

16 Probe 

17 Tubuslinse 
18, 20 Strahltcilcr 

19 Mikroskopobjektiv 

21 Abbildungsoptik 

22 Detektionskanale 

23 Photo- Multiplier (PUT) 

24 Urnlenkprisma 

25 dichroitische Sirahlteiler 

26 Pinholes 

27 EniissionsftUer 

28 Auswerteeinheit 

29 Ansieuereinrichtung 

30 Sirahlteiler 

31 optoelektTonischer Empfanger 

32 Linienfilter 

33 NeulralfiUer 

34 Datedspeicher 
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15 



20 



25 



30 
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1. Verfahren zur Konfiguration eines konfokalen La- 
sennikroskops vor oder wahrend der Unter sue hung ei- 
ner Probe, die inindestens einen Fluoreszenzfarbstoff 
enthalt oder auf die mindestens ein Fluoreszenzfarb- 40 
stoff aufgebracht ist, wobei ein Laserspektrum ausge- 
wiihlt und auf die Probe gerichtet wird, das der Excita- 
tions wellenlange des jeweiligen Riioreszenzfarbstof- 
fes eni-sprichr und optische Filter zum Einsch weaken in 
den MikroskopstraJilengang ausgewahlt werden, deren 45 
Transmissionsspektren der Emissionswellenlange des 
Fluoreszenzfarbstoffes entsprechen, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Excitationswellenlangen und die 
Eniissionswellenlangen verschiedener l^luoreszenz- 
farbstoffe, die einstellbaren Laserspektren und die ein- 
stellh^iren Filter-Transmissionsspektren in getrennten 
Daiensiirzen erfaBt und in einem Datenspcicher abge- 
legt werden und aus einer rechnerischen Verknupfun- 
gen der Datensatze Vorgaben fur die Konfiguration des 
Mikroskopes ermittelt werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Excitationswellenlangen von Fluoreszcnz- 
farbstoffen in einem ersten DatensaLz (Dl ), die einstell- 
baren Laserspektren in einem zwciten Datensalz (D2), 
die Eniissionswellenlangen der Fluoreszenzfarbstoffe 
in einem dritten Datensalz (D3) und die einstellbaren 
Filter-Transmissionsspektren in einem vierlen Daten- 
salz (LJ>4 ) erl'aBt und gespeichert werden, 

- daB durch rechnerische Verknupfung des ersten 
und des zwciten Datcnsatzcs (D2) mindestens 65 
einc Einslellkonflguration fur das Spektruni der 
Laserstrahlung ermitlcU wird, die der Excitations- 
wellenlange eines vorgegebenen Fluoreszenzfarb- 



55 



60 



stoffes enispricht und 

- daB durch rechnerische Verkniipfung des drit- 
ten und des vierten Datensatzes (D4) mindestens 
eine Kinsteilkonfiguration fiir das Fiher-Transmis- 
sionsspektrum ennittelt wird, die der Emissions- 
wellenlange des vorgegebenen Fluoreszenzfarb- 
stoffes entspricht. 

3. Vertahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichneU daB die Daten aller Datensatze jeweils als 
Kette von Binarwerten erfaBt werden und jeder Binar- 
wert einer Kette einem bestimmten Abschnitt AX eines 
Wellenlangenbereiches Xi bis X2 zugeordnet wird. wo- 
bei ein Binarwert "0" stets einem Abschnitt Ak zuge- 
ordnet wird, bei dem eine vorgegebene Strahlungsin- 
tensitat unter einem Schwellwert y liegt und ein Binar- 
wert "1" stets einem Abschnitt AX zugeordnet wird, bei 
dem diese Strahlungsiniensitat Qber dem Schwellwert y 
licgt. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Strahlungsiniensitat der auf die Probe tref- 
fenden Laserstrahlung zugrunde gelegt und der 
Schwellwert y bei 50% dieser Strahlungsiniensitat vor- 
gegeben wird, 

5. Verfahren nach einem der vorgenannten Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnel, daB der Wellenlangenbereich 
Xi=300nm bis X2=700nm betragt und jeder Binarwert 
einem AX^O,lnm enispricht. 

6. Verfahren nach einem der vorgenannten Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daB zur Auswahl eines Laser- 
spektrums 

die Binarwertkette aus dem ersten Datensalz 
(Dl), die der Excitaiionswellenlange eines vorge- 
gebenen Fluoreszenzfarb stoff entspricht, nachein- 
ander mit alien Binarwertketten des zweiten Da- 
tensatzes (D2) durch eine *'AND"-Funktion ver- 
kniipft wird, 

- daB aus den dabei entstehenden Binarwertket- 
ten die Binarwertketten ermittelt werden, in denen 
mindestens einmal ein Binarwert *' 1 " auftritt, 

- daB davon die Binarwertkette bestimmt und als 
Ergebnis registriert wird, in der die meisten ne- 
beneinanderliegenden Binarwerte "1" auftreten 
und 

- daB das Laserspektrum zur Kon figuration des 
Mikroskops vorgegeben wird, dessen Binarwert- 
kette zu dem registrierten Ergebnis gefuhrt hat. 

7. Verfaliren nach einem der vorgenannten Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daB zur Auswahl eines Filter- 
Transniissionsspektrums 

- die Binarwertkette aus dem dritten Datensalz 
(T)3), die der Emissionswellenlange eines vorge- 
gebenen Fluoreszenzfarbstoff entspricht, nachein- 
ander mit alien Binarwertketten des vierlen Da- 
tensatzes (D4) durch eine "AND"-Funktion ver- 
kniipft wird, 

- daB aus den dabei entstehenden Binarwertket- 
ten die Binarwertketten ermittelt werden, bei de- 
nen mindestens ein Binarwert "1" auftritt, 

- daB davon die Binarwertkette bestiniml und als 
Ergebnis registriert wird, bei der die meisten ne- 
beneinanderliegenden Binarwerte "1" auftreten 
und 

- daB das Filtertransniissionsspektrum zur Konh- 
guration des Mikroskops vorgegeben wird, dessen 
Binarwertkette zu dem registrierten Ergebnis gc- 
fiihrt hat. 

8. Kontbkales Lascniiikroskop mit einem Lasemiodul 
(1) zur Erzeugung einer Laserstrahlung, die auf einc 
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Probe (16) niii niindestens eineni Fluoreszenzfarbstoff 
genchiet und deren Spektrum veranderbar ist und nut 
Filtem unlerschiediicher Transniissionsspektren, die 
wahlweise in den Sirahlengang des von der Probe (16i 
refleklierten und/oder enuUierlen Lichtes einschwenk- 5 
bar sind, dadurch gekennzeichnct, daB das Laserniodul 
(1) und die Filter niit ansteuerbaren Slelleinrichtungen 
verbunden sind, daJrl ein Datenspeicher (34) fur Daien- 
satze (T)l, D2, D3. D4; von Exciiaiicns- und Eniissi- 
onswellenlangcn verschiedencr Fluoreszenzfarbsicffe. i'> 
von Laserspektren und von einstellbaren Transniissi- 
onsspeku-en vorgesehen isl und daB eine Rechenschal- 
tung zur Verkniipfung der Datensatze vorhanden ist, 
deren Ausgang ubereine Ansleucreinrichtung (29) mil 
den Stelleinrichtungen verbunden isl. ^5 

9. Konfokaies Lasermikroskop nach Anspruch 8, da- 
durch gekennzeichnet, daS in der Rechenschaltung 
cine Vcrknupfung der Datensatze der Exzitationswcl- 
lenlangen niit den Daiensatzen der einstellbaren Easer- 
spektren und eine Verkniipfung der Datensatz,e der 20 
Eniissionswellenlangen mit den Datensatzen der ein- 
stellbaren Transmissionsspeklren, jeweils nach einer 
"AND"-Funktion, vorgesehen sind. 

10. Konfokales Lasennikroskop nach Anspruch 8 oder 

9, dadurch gekennzeichneL, daB ini Laserniodul (1) 23 
iiiehrere Ein- oder Mehrlinienlaser (2, 3, 4) vorgesehen 
sind, denen ein abstininibarcr optischer Filter (6, 11} 
und/oder ein ansteuerbarer opiischer Modulator zur 
Einstellung verschiedencr Laserspektren nachgeschal- 
let sind. 

11. Konfokales Lasermikroskop nach einem der An- 
spruche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet. daB riiehrcre 
auf Filterradern angeordnete und durch Drehung der 
Filterrader gegeneinander austauschbare Linienfiller 
und/oder mehrere auf Teller radern angeordnete und 
durch Drehung der Teilerrader gegeneinander aus- 
tauschbare Spcktralteiler vorgesehen sind, wobei die 
Filterrader und die Teilerrader jeweils mit elektro-me- 
chanisch ansteuerbaren Stelleinrichtungen gekoppelt 
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